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Monoklonale Antikorper gegen die Typ I-Phospholipase A 2 als 
entziindungshemmendes Therapeutikum 



Die Erfindung betrif ft die Verwendung von monoklonalen Anti- 
korpern gegen die Typ I-Phospholipase A 2 zur Herstellung 
eines entziindungsheinmenden Therapeutikuxns, das sich insbeson- 
dere zur Anwendung bei akuter Pankreatitis eigne 

Ptlr die akute Pankreatitis existiert weder eine kausale noch 
eine symptomatische Therapie (The Merck Manual of Diagnosis 
and Therapy 15 (1987), Seite 763-767). Pathogenetische Grund- 
lage der akuten Pankreatitis ist eine Autolyse des Pankreas. 
Hierbei vird der Phospholipase A 2 eine entscheidende Funktion 
zugeschrieben. Sie wirkt lysierend aiif die Zellmembran und 
setzt dabei aus Membranphospholipiden Arachidonsaure frei. 
Die Metabolite der Arachidonsaure (Prostaglandins und Leuko- 
triene) sind wesentlicher Bestandteil der Entziindungsreak- 
tion. 

Die Phopholipase A 2 kommt in zvei Pormen vor. Die als Typ I 
bezeichnete Phopholipase A 2 wird im wesentlichen im Pank- 
reasgewebe gefunden und spielt bei der akuten Pankreatitis 
eine entscheidende Rolle. Dagegen ist die Typ II Phospho- 
lipase A 2 in vielen verschiedenen Geweben anzutreffen. 
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In der EP-A 0 248 597 werden niedermolekulare Hemmstof fe der 
Phospholipaae A 2 beschrieben, die eine entzundungshemmende 
Wirkung bei der Haas aufweisen. FUr eine etwa 80 %-ige 
Hemranng 1st jedoch eine Applikation von 200 - 400 ptg dieser 
Verbindungen notwendig. Bei derart hohen Dosierungen schran- 
ken Nebenwirkungen dieser niedermolekularen Inhibitoren deren 
therapeutische Anwendbarkeit deutlich ein. Diesen Nachteil 
weist auch der in der JP 088193 beschriebene Inhibitor der 
Phospholipase A 2 auf, der mit einer taglichen Dosierung von 
100 bis 1000 mg bei erwachsenen Patienten zur Therapie einer 
Pankreatitis vorgeschlagen wird. Die in der EP-A 0 405 864 
beschriebenen Phospholipase A 2 - Inhibitoren aus dem Mikro- 
organismus Circinotrichum falcatisporum weisen fur die 
Hemnmng von gereingter Rattenphospholipase A 2 XC 50 -Werte von 
17,5 bis liber 300 pg/ml auf and miiBten somit bei einer thera- 
peutischen Anwendnng eben falls sehr hoch dosiert werden. 

Als weiterer Inhibitor der Phospholipase A 2 weist auch das 37 
kD grofle Lipocortin eine entzundungshemmende Wirkung auf (B. 
Wallner et.al., Hature 320 (1986), 77-81). Wegen seiner 
geringen StabilitSt eignet sich Lipocortin jedoch nicht fur 
eine therapeutische Verwendung. In der EP-A 0 327 334 werden 
daher 15-26 AminosEuren groBe Peptide beschrieben, die eine 
hemmende Wirkung auf die Phospholipase A 2 aufweisen. Ledig- 
lich bei einem dieser Peptide liegt jedoch der IC 50 -Wert 
unter 10 pg/ml. Es wird jedoch nicht gezeigt, daB dieses 
Peptid aus 16 ungeschutzten Aminosauren eine hohere Stabili- 
tat als Lipocortin aufweist. 

Von K. Takayama et.al. (Biochem. Biophys. Res. Comm. 16? 
(1990), 1309-1315) werden monoklonale Antikorper gegen die 
menschliche Phospholipase A 2 aus der Synovialf liissigkeit 
beschrieben r die jedoch nicht an die Phospholipase A 2 aus dem 
Pankreas binden. 
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In EP-A 0 287 397 und J . Clin. Biochem. Nutr. 11 (1991) f 79 - 
89 werden monoklonale Antikorper gegen die Phospholipase A 2 
aus dem Pankreas beschrieben. Einige dieser Antikorper hennaen 
die enzymatische Aktivitat der Phospholipase A 2 mit einer 
IC 50 von 0,2 ng/ml. Es wird jedoch lediglich eine diagnosti- 
sche Vervendung dieser Antikorper beschrieben. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es dagegen, einen 
Hemmstoff ffir die Phospholipase A 2 zur Verftigung zu stellen f 

* 

dessen inhibitorische Wirkung die Verwendung dieses Hemm- 
stof fs als Therapeutikum gegen die akute Pankreatitis ermog- 
licht. 

Diese Aufgabe wird geldst durch die Verwendung von monoklo- 
nalen Antikorpern gegen die Typ I -Phospholipase A 2 , die bei 
einer Konzentration von weniger als 100 ng/ml eine mindestens 
50 %-ige Hemmung der Aktivitat der Phospholipase A 2 bewirken, 
oder funktioneller Fragmente dieser Antikorper, zur Herstel- 
lung eines Therapeutikums , das bei Entzfindungserscheinungen, 
speziell bei akuter Pankreatitis eingesetzt werden kann. 

Es hat sich fiberaschenderweise geze£gt, daB mit einem mono- 
klonalen Antikorper gegen die Typ I Phospholipase A 2 oder 
einem f unktionellen Derivat eines solchen Antikorpers ein 
be sonders effizientes Therapeutikum gegen Entziindungsreak- 
tionen, insbesondere gegen akute Pankreatitis, Psoriasis, 
Peritonitis oder Sepsis erhalten werden kann. Neben den 
vollstandigen Antikorpern sind hierfiir auch funktionelle 
Antikorperf ragmente wie monoklonale Fab- oder F ( ab ' ) -Fragmen- 
te ' 30wie divalente F ( ab ') 2 -Fragmente geeignet. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher eine pharma- 
zeutische Fonmilierung, bestehend aus einem monoklonaien 
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Antikorper gegen die Typ I-Phospholipase A 2 oder einem funk- 
tionellen Dexivat dieses Antikorper s , gegebenenf alls zusammen 
mit den ublichen pharmazeutischen Trager- , Full-, Hilf s- und 
Zusatzstoffen, sowie ein Verf ahren zur Herstellung eines 
solchen Arzneimittels, das insbesondere zur Therapie der 
akuten Pankreatitis eingesetzt werden kann. 

Fur die erf indungsgemaBe Verwendung haben sich die aus den 
Hybridomlinien DSM ACC2026 und DSM ACC2025 erhaltlichen 
monoklonalen Antikorper als besonders geeignet erwiesen. 

Bin weit ere r bevorzugter Gegenstand der Erf Indung slnd daher 
monoklonale Antikorper gegen die Typ I-Phospholipaae A 2 r die 
In aquivalenter Weise an die Typ I-Phospholipaee A 2 binde- 
fahig slnd r wle die aus den Zelllnlen DSM ACC2026 und/oder 
DSM ACC2025 erhaltlichen monoklonalen Antikorper gegen die 
Typ I-Phospholipase A 2 • 

Unter dem Begriff "In aquivalenter Weise bindefahige AntikSr- 
per n werden Antikorper verstanden, bei denen elne Epi- 
topiiberlappung mit dem def inlerten bekannten Antikorper 
nachwelsbar 1st. Diese Epitopiiberlappung kann mit Eilfe eines 
kompetitiven Testsy stems leicht nachgewiesen werden. Dazu 
wird zum Beispiel mit Hilfe eines Enzymimmunoassays iiber- 
priift, in wie welt ein Antikorper mit dem bekannten AntikHr- 
per urn die B indung an ein definiertes Antigen bzw. ein 
spezielles Epitop konkurriert. Dazu inkubiert man das ent- 
sprechende Antigen mit dem bekannten monoklonalen AntikSrper 
in marJdLerter Form und einem UberschuB des in Betracht gezo- 
genen Antikorper s. Durch Immobilisierung der gebildeten 
Komplexe, Trennung der festen von der fliissigen Phase und 
Nachweis der gebundenen Markierung in einer der beiden 
Phasen, kann dann leicht festgestellt werden, in wie welt der 
in Betracht gezogene Antikorper den def inlerten Antikorper 
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aus der Bindung verdrangen kann. 1st eine Verdrangung von 
mindestens 50 % bei 10 5 -fachen tfberschufi gegeben, so liegt 
eine Epitopiiberlappung vor. 

BeBonders bevorzugt sind die monoklonalen Antikorper gegen 
die Typ I-Phospholipase A2 , die aus den Zellinien DSM ACC2026 
und/oder DSM ACC2025 erhMltlich sind. 



Bin weiterer Gegenstand der Erfindung sind die Zellinien DSM 
ACC2026 und/oder DSM ACC2025. 

Die erfindungsgemaQen monoklonalen Antikorper sind erhaltlich 
durch Immunisierung mit gereinigter Phospholipase A 2 , Immor- 
talisieren von Milzzellen der immunisierten Tiere und Klonie- 
rung derjenigen immortalisierten Zellen, deren Kulturuber- 
stand einen Antikorper enthSlt, der eine Hemmnng der Aktivi- 
tat der Phospholipase A 2 mit einer IC 50 von weniger als 
lOOng/ml bewirkt. Die von diesen Klonen produzierten monoklo- 
nalen AntikSrpern verden dann nach bekannten Verfahren iso- 
liert. 

Die Immunisierung wird in den hierfiir JLblicherweise verwende- 
ten Tieren wie z.B. Mausen oder Ratten durchgef iihrt. Vorzugs- 
weise werden MMuse verwendet. 

Die Immortalisierung der Milzzellen der immunisierten Tiere 
erfolgt vorzugsweise durch Fusionierung mit der Myelom- 
zellinie P3X63-Ag 8.653 (ATCC CRL 1580) gemafl der Methode 
nach J. of I mm. Meth. 39 (1980), 285-308. Daneben konnen aber 
auch andere, dem Fachmann gelSufige Verfahren zur Immortali- 
sierung der Milzzellen verwendet werden. 



■t 



Zur Klonierung werden die Z ell en zum Beispiel mittels eines 
floureszenzsaktivierten Zellsorters vereinzelt. Zum Nachweis 
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von jummortali.si.ert en Z ell en, die den gewunscirten Antikorper 
gegen Phospholipase A 2 produzieren, wird eine Probe des Kul- 
tnruberstandes in einem ELISA-Test auf Reaktivitat mit der 
Phospholipase A 2 getestet. Urn solche Antikorper zu erhalten, 
welche die enzymatische Aktivitat der Phospholipase A 2 
hemmen, wird der Kulturiiberstand derjenigen Klone, die an die 
Phospholipase A 2 bindende Antikorper produzieren, zusatzlich 
anf die Hemzzmng der Phospholipase A 2 -Aktivitat in einem 
enzymatischen lest untersucht. 

Diejenigen Klone, deren Kulturiiberstand die gewunschte 
Hemmnng der Phospholipase A 2 -Aktivitat ergibt, werden expan- 
riiert and die von die sen Klonen prodazierten Antikorper nach 
bekannten Verfahren isoliert. 

Die einen erfindungsgemaBen monoklonalen Antikorper gegen die 
Phospholipase A2 produzierenden Hybridomzellinien OSM ACC2026 
und DSH ACC2025 warden am 10 .12 .1991 bei der Deutschen Samm- 
lung von Zellkulturen und Mikroor gani smen GmbH, Hascheroder 
Weg lb, D-3300 Braunschweig, hinterlegt. 

Die Erf indung wird durch die f olgenden Beispiele in Verbin- 
dung mit der Figur 1 erlautert. 

Figur 1 zeigt die Hemmung der Phospholipase A 2 -Aktivitat 
durch die monoklonalen Antikorper DSH ACC2026 (+) und DSH 
ACC2025 

(□). 
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Beispiel Is 

Herstellung von monoklonalen Antikdrpern gegen die Typ I- 
Phospholipase A 2 

12 Wochen alte Balb/C-MSuse verden intraperitoneal mit 50 jjg 
gereinigter Phospholipase A 2 (EC 3.1. 1.4, V. Kozumplik et 
al., Biochim. Biophys. Acta 1002 (1989), 395 - 397) in kom- 
plettem Freund's Ad ju vans immunisiert. Zwei nachfolgende 
Injektionen von jeweils 50 fig verden im Abstand von jeweils 
einem Monat mit inkomplettem Freund's Ad ju vans gegeben. 3 
Tage vor der Zellfusion erfolgt eine intravenose Injektion 
von weiteren 50 fig in physiologischer Kochsalzlosung. 

Die Fusion der Mil z zellen der immunisiert en Mause mit der 
Myelomzellinie P3X63-Ag8,653 (ATCC CRL 1580) erfolgt gemSS 
einer Modif ikation der ursprtinglich von Kohler und Milstein 
beschriebenen Methode (J. of Imm. Heth. 39 (1980), 285-308). 
Die fusionierten Zellen werden in RPMI 1640 Medium (das 10 % 
FKS,2 mmol/1 L-Glutamin und 1 mmol/1 Natriumpyruvat , sowie 
0,1 mmol/1 Hypoxantin und 10 ;/mol/l Azaserin enthalt) kulti- 
viert. 

Positive Primarkulturen (Bestimmung gemaS Beispiel 2 und 3) 
werden 2 Wochen nach Fusion mit Hilfe eines f loureszenzakti- 
vierten Zellsorters kloniert. Die Zellen werden dabei einzeln 
in 96-er Mikrotiterplatten abgelegt. 



r 
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Belsplel 2: 



Bestimnrung der Spezif itat der produzierten 




Urn die Spezif itat der AntikSrper im Kulturiiberstand der 



bent Assay (ELISA) angewendet. 

Dazu werden 96-er Hikrotiterplatten mit 100 fil Phospholipase 
A z Antigen (5 fig /ml in Carbonatpuffer, Boehringer Mannheim 
GmbH, Katalog-Nr. 726 559) beschichtet, mit 100 fil Kul- 
turiiberstand (1:25 mit PBS (nach Dulbecco und Vogt, J. Exp. 
Meth. 99 (1954), 167-182) verdiinnt) 2 Stunden bei Raumtempe- 
ratur inkubiert und mit 3 x 350 fil PBS/0,05 % Tween 20 gewa- 
schen. Nach Zugabe der den Antikorper enthaltenden Probe- 
losung wird eine Stnnde bei Raumtemperatur inkubiert und 
emeut gewaschen. Danach wird mit POD-markiertem Schaf-anti- 
Haus-Imnninglobulin G (10 mU, Boehringer Mannheim GmbH, 
Katalog-Nr. 13 17 377) 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, 
mit 3 x 350 pi PBS/0,05 % Tween 20 gewaschen und die Nach- 
weisreaktion durch Zugabe von 100 fil ABTS® (1 mg/ml, 
Boehringer Mannheim GmbH, Katalog-Nr. 756 407) in 40 ramol/1 
Citratpuffer pH 4,4 der 3,25 mmol/1 Natriumperborat enthalt 
(Boehringer Mannheim GmbH, Katalog-Nr. 1204 530) ausgelost. 
Nach 30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wird die 
Extinktion in einem ELISA-Reader bei 405 nm bestimmt. 

Beispiel 3: 

Test auf Inhibierung der enzymatischen Aktivitat 

Humane duodenale Phospholipase A 2 (s. Beispiel 1) wird mit 
Trispuffer aus der Testkombination "Freie Fettsauren" 
(Boehringer Mannheim GmbH, Katalog-Nr. 1056 239) verdiinnt. 
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20 fil dieser Enzymlosung wird 15 min. bei 25 °C mit 10 pil der 
zu untersuchenden AntikSrperlSsung in verschiedenen Konzen- 
trationen (s. Tab. 1) inkubiert. AnschlieBend wird 20 j/1 
Substrat (Lecithinemulsion aus der Testkombination "Freie 
Fettsauren", Boehringer Mannheim GmbH, Katalog-Nr. 1056 239) 
zugegeben und 60 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die hierbei 
durch die Phospholipase A 2 -Aktivitat freigesetzten Fettsauren 
werden mittels der Testkombination "Freie Fettsauren" 
(Boehringer Mannheim GmbH, Katalog-Nr. 1383 175) durch 
Me s sung der Extinction gemMB Angaben des Herstellers quant i- 
fiziert. Die Ergebnisse sind in %-Hemmung im Vergleich zur 
Enzymaktivitat ohne Antikorper in der folgenden Tabelle 1, 
sowie in Figur 1, dargestellt (jeweils Mittelwerte aus 3 
Best immungen ) . 



Tabelle 1 ; 



Konz %-Hemmung 
(jig /ml) 



DSM ACC2025 100 l - 97 

10 93 

1 86 

0,1 56 

0,01 16 

DSM ACC2026 100 97 

10 94 

* — £"■ 1 88 

0,1 56 

0,01 20 
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Beispiel 4s 

Bestimmong der Epitoptiberlappung von Antikdrpern gegen 
Phospholipase A 2 

Zum Nachweis der Epitopiiberlappung eines Antikorpers mit dem 
monoklonalen Antikorper DSM ACC 2025 oder DSH ACC2026 wird 
eln kompetitiver Bnzymimmunoassay durchgefiihrt. 

Dazu wird Phospholipase A 2 zunachst mit D-Biotinyl-G-amido- 
capronsaure-N-hydroxysuccinimidester (Boehringer Mannheim 
GmbH r Katalog-Nr. 1008 960) gemafi Angaben des Herstellers 
biotinyliert . Von dies em biotinyliert en Antigen werden 300 ng 
in einem Volumen von 100 jil PBS durch einstiindige Inkubation 
bei Raumtemperatur an eine mit Streptavidin beschichtete 
Hikrotiterplatte (Herstellung nach EP-A 0 344 578) gebunden. 
Nach viermaligem Waschen mit PBS/0, 05 % Tween 20 wird 90 
Hinuten bei Raumtemperatur simoltan inkubiert mit dem mono- 
klonalen Antikorper DSH ACC2025 bzw. DSH ACC2026, der mit 
Peroxidase markiert wurde (Endkonzentration 250 mU/ml) und 
dem zn beurteilenden Antikorper. Nach erneutem viermaligem 
Waschen mit PBS/0 , 05 % Tween 20 wird mit der Enzymsubstrat- 
losung ABTS® in Natriumperborat en thai tendem Puffer (s. 
Beispiel 2) 30 Hinuten bei Ranmtemperatur inkubiert und 
anschlieSend die Extinktion bei 405 nm als MaB fiir die Henge 
des gebundenen POD-markierten monoklonalen Antikorpers DSH 
ACC2025 bzw. DSH ACC2026 gemessen. Dieser Wert wird vergli- 
chen mit der Extinktion, die erhalten wird, bei Inkubation 
mit dem monoklonalen Antikorper DSH ACC2025 bzw. DSH ACC2025 
alleiii. %efiri bis zum einem 10 5 -f achen Qb&r mJ&M - \ sn beur- 
teilendem Antikorper gegeniiber dem monoklonalen Antikorper 
DSH ACC2025 bzw. DSH ACC2026 als Enzymkonjugat (250 mU/ml) 
mindestens 50 % {Competition zu erkennen sind, liegt eine 
Epitopuberlappung vor. 
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Beispiel 5: 

Inhibierung der PLA 2 -Typl-induzierten PGE 2 - und LTC 4 -Aus- 
schiittung durch humane Leukozyten in Gegenwart eines 
monoklonalen Antikorpers gegen die Phospholipase A 2 

Humane Leukozyten werden durch Dichtezentrif ugation ( Lympho- 
zytentrennmedium der Boehringer Mannheim GmbH, Kat.-Nr. 
295949) aus peripherem Blut isoliert und auf einen Zelltiter 
von 0,75 x 10 6 Zellen/ml in 125 mmol/1 Trispuffer aus der 
Testkombination "Freie Fettsauren" (Boehringer Mannheim GmbH, 
Katalog-Nr. 1056 239) eingestellt. Verschiedene Konzentra- 
tionen von gereinigter humaner Phospholipase A 2 (siehe 
Beispiel 1 und Tabelle 2) werden mit einer Losung dee mono- 
klonalen Antikorpers DSM ACC2026 (Ronzentration siehe Tabelle 
2) und den humanen Leukozyten fur 4 h bei 37 °C inkubiert. 
AnschlieBend werden die Zellen fiir 10 Min. bei 800 g abzen- 
trifugiert und in den Uberstanden die PGE 2 - und LTC A -Ronzen- 
tration fiber einen Radioimmunoassay (Biennann, Bad Nauheim, 
Deutschland f fiir PGB 2 und NEN DuPont, Dreieich, Deutschland, 
fur LTC 4 ) bestimmt. Die Ergebnisse von jeweils zwei unabhan- 
gigen Versuchen (humane Leukozyten von zwei verschiedenen 
Spendem) sind in der nachf olgenden Tabelle 2 angegeben 
(jeweils Mittelwerte von drei Bestimmungen) . In den positiven 
Kontrollansatzen (Inkubation mit Phospholipase A 2 Typ I, aber 
ohne monoklonalen Antikorper gegen diese Phospholipase A 2 ) 
ist deutlich die PLA 2 -induzierte Stimulierung der Ausschiit- 
tung der Entziindungsmediatoren PGE 2 und LTC 4 durch humane 
periphere Lymphozyten zu erkennen. Diese in vivo &i$te*r 
Entziindungsreaktion fiihrende Ausschttttung von PGE 2 und LTC 4 
kann durch Zugabe eines monoklonalen Antikorpers gegen die 
Typl-Phospholipase A 2 deutlich gehemmt werden. 
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Tabelle 2 



PIiAp -Typ I 


HAR<FXA 2 > 




PGR. 








DSH ACC2026 




f no/ml 1 


T ntr /ml 1 
L »y # in ii j 








Exp. 


1 Exp. 2 


Exp. 1 


Exp. 2 






0,82 


1.99 


0.17 


n i q 


1 mg/ml 




5.42 


9 13 


n fi7 


n qi 




0.1 mg/ml 


2,18 


4,13 


0,24 


0,25 




0.01 mg/ml 


3,23 


5,20 


0,31 


0,28 




f) nni ntrr/ml 


A ft 


Q QQ 
O r 07 
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Patentanspriiche 



1. Verwendung eines monoklonalen Antikorpers gegen die Typ 
I Phospholipase A 2 , der bei einer Konzentration von 
weniger als 100 ng/ml eine mindestens 50 %-ige Hemmung 
der AktivitSt der Phospholipase A 2 bewirkt, oder eines 
ftznktionellen Fragments dieses Antikorpers zur Herstel- 
lung eines Therapeutikums , das bei Entzundungserschei- 
nungen, speziell bei akuter Pankreatitis eingesetzt 
verden kann. 

2. Pharmazeutische Formulierung, bestehend aus einem mono- 
klonalen Antikorper gegen die Typ I Phospholipase A 2 , 
der bei einer Konzentration von weniger als 100 ng/ml 
eine mindestens 50 %-ige Hemmung der Aktivitat der 
Phospholipase A 2 bewirkt, oder eines funktionellen 
Fragments dieses Antikorpers gegebenenf alls zusammen mit 
den iiblichen pharmazeutischen Trager-, Full-, Hilfs- und 
Zusatzstof fen. 

3. Monoklonaler Antikorper gegen die Typ- 1 -Phospholipase 

Ag , der in aquivalenter Weise an die Typ-I-Phospholipase 
Ag bindefShig ist, wie ein aus den Zellinien DSM ACC2026 
und/oder DSM ACC2025 erhaltlicher monoklonaler Anti- 
korper, 

4. Monoklonaler Antikorper gegen die Typ-I-Phospholipase 
A 2 , erh&ltlich aus der Zellinie DSM ACC2026 oder DSM 
ACC2025. 
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5. Zellinie DSM ACC2026 



6. Zellinie OSH ACC2025 
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